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常 壕 宣 男
膜塑 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼー 1(m e mbr a n ety pe-m atrix m etauoprotein as e-1, M T-M M P-1)ほ 72k Da- Ⅳ 型コ ラ
ゲ ナ ー ゼ (m atrix m etalloprotein as e-2･ M M P-2)の 活性化国子で あり , 細胞 の 試験管内(in vitro) で の 基底険浸潤を促進す る こ
と が知 られ , 転移 , 浸潤を 増強する因子 と して注目され て い る . 本研究 で ほ生体内(in vivo)に お け る M T-M M P-1 の 発現およ
びそ の 抑制 が 癌細胞 の 鄭凱 転移に 及ぼす影響 を マ ウ ス を用 い た 転移実験 モ デ ル で 検討 した , 実験 に は M M P-2, M T-M M P_1
の 発現が 共に 認め られ る H T lO80線維肉腫細胞株 と ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法で両 者共 に 発現が検出され な い M adiso nl O9肺癌細胞
株を用い た ･ M T-M M P-1 遺伝子を セ ン ス 或い ほ ア ン チ セ ン ス に 発現す る細胞の 肺 へ の 生者率を比較する 目的で , そ れ ぞれ の
発現プ ラ ス ミ ドを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ 法 で導入 し, 一一 過性に 遺伝子を発現 して い る細胞 を マ ウ ス 尾静脈か ら移植 した . 移植
後 5日 日の 総肺 D N Aを採取 して 各導入 プ ラ ス ミ ドに特有 な遺伝子配列を P C R法に て 増幅 し , サ ザ ン プ ロ ッ ト 法 に て 増幅
D N Aを定量 して比較 した r そ の 結果 , MT-M M P-1導入細胞は対照と して用 い た ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド導入 細胞 に比 して 肺生者
率が有意に高 い こ と が確認 された ･ ま た , M adis o nlO9 細胞 で ほ ア ン チ セ ン ス ーM T-M M P-1 導入細胞 と対照間に差は認 め られ
なか っ た が , H Tl O80細胞 で ほ , ア ン チ セ ン ス ー M T- M M P-1 導 入細胞の 生者率の 低下が認め られ た . さ らに M T-M M P-1 の 機
能 を調 べ るた め に M adiso nl O9細胞に上 記遺伝子 を導入 し , 実験的転移に よ る転移結節数 の 計測お よび 皮下移植後腫瘍容積
の 計測を行 っ た ･ そ の 結果, 癌細胞移植後10日 目の 肺転移結節数 は M T- M M P-1 導入 細胞群 が 対照群 , ア ン チ セ ン ス ーM T-
M M P-1 導 入細胞群に比 し約 2倍 と有意に増加 し , 皮下腫瘍容積も M T-M M P-1 導入 細胞 が移植後早期 に 限 っ て で ほ あるが ,
他群 に此 し有意に増加が認 め ら れ た ･ 以上 の 結果 に よ り , 遺 伝子導 入 に よ り 一 過 性 に 発現 させ た M T- M M P-1 が活性化
M M P-2 を通 じて 癌細胞 の 実験的転移能 , 浸潤能を克進 させ る こと , また , 癌細胞の 種吏酌こよ っ て は そ の 抑制が 実験的転移の
抑制 に繋が り得 る こ と が 示 された .
Key w ords ca n c er metastasis, m em bra n e-ty pe m atrix m etaloproteinas e-1 (M T-M MP-1),
a ntise n s e, tran Sie nttra nsfectio n, P C R
痛の 悪性度 を規定する因子の 一 つ に 転移が ある . 転移 ほ臨床
上 , 痛の 治療 を 困難に して い る最大の 因子で あり , こ の 因子 の
解明 , 克服 こ そ癌攻略 に おけ る重要課題 である と い え る . 転移
は生体内で 様 々 な過程 を経 て 成立す る複雑な現象 である た め ,
その 研究ほ 困難 と され て きた . しか し最近の 分子生物学 の 進歩
と相倹 っ て , 転移成立 に 関与す る重要国子が報告 さ れ つ つ あ
る . マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etauopr otei-
n as e s, M M Ps) フ ァ ミ リ ー と呼ば れ る酵素群l)2)もそ の 1 つ で あ
る .
癌細胞が 周辺組織 へ と浸潤す る際の 物理的障壁 と な る の は細
胞外 マ ト リ ッ ク ス (extrac elular m atrix, E C M), 特 に そ の 一 形
態 で ある基底膜 である . 基底膜ほ Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を骨格構造 と
し, ラ ミ ニ ン , へ パ ラ ソ硫酸も しくは プ ロ テ オ グ リ カ ソ 硫酸 を
機能分子 と して 含み , E C Mの 中 でも強固な構造を形成 して い
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A b bre viatio n s :A S- M T- M MP-1, a ntise n s e m e mbr an e
(2-hydro xyethyl)-2- a min o:etha n es ulfo nic a cid; B B S, B E S
る
3)4)
. よ っ て , 癌細胞が 浸潤 , 転移す るた め に は Ⅳ型 コ ラ ー ゲ
ン の 分解能 が重要で ある と考 え られ て い る5 ト 7)
Ⅳ 塾 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 一 つ で ある 72k Da- Ⅳ 型 コ ラ ゲナ ー ゼ
(M M P-2) を含 む全 て の M M Psは 酵素活性を持 た な い 滞在型酵
素と して細胞 よ り分泌 さ れ る . 膜 型 マ ト リ ッ ク メ タ ロ プ ロ テ
ア ー ゼ 1ー(m e mbra n ety peTM M P-1, M T-M M P-1)8)g) は M M P-2
を特 異的に 膜表面 で 活性化す る最初 の 膜型 M M Pと して 同定
され た . こ の 酵素 ほ他 の 分泌型 M M Ps に は 存在 しな い 細胞膜
貫通 ドメ イ ン を カ ル ポ キ シ ル 基末端部に 持ち , 現在まで に報告
され て い る 3種顆 の M T-M M Ps(M T-M M P-1, M T-MM P-2H",
M T-M M P-31 n) の 中で M M P-2 の 活性化能が最も高い と考えら
れ て い る . 括性化 された M M P-2 は基底膜の Ⅳ型 コ ラ ー ゲン の
み な らず問質 の Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン や ゼ ラ チ ン を 分解す る . また ,
滞在型 M M P-9 も活性化 M M P-2 に よっ て 活性化される
12)
との
ty pe m atrix m etalloprotein ase-1; B ES, N, N
-bis
buffered salin e; bp, basepair; B P B, br o m ophe nol
blu e; B S A, bovin e s eru m al bu min; D E A E, diethyla.minoethyl cellulos e; D EPC, diethyl p yro c arbon ate;
D M E M, Dulbe c co m odified Eagle
,









































































































報告もあり , M M P-2 の 活性化で 加速度的 に 組織破壊 が進行 し,
癌が浸潤 , 転移す る可 能性が示 酸され る . こ の
一 連の 反応の 鍵
を握る の が 滞在型 M M P-2 を活性化す る M T-M M P-1 であると
考え られ る . M T-M M PTl は肺癌 , 胃癌, 乳癌 な ど の 鮭織 に 於
て, 癌細胞で の 過剰発現が見出され て お り , また , そ の 発現畳
と滞在型 M M P-2 の 活性化 との 相関が報告 され て い る1 3)1 4). よ っ
て, 臨床的に も M T- M M P-1 ほ癌転移 ∴浸潤 に 重要な酵素 であ
ると考え られ , そ の 抑制 は転移, 浸潤 を抑制す る鍵に な る可 能
性を持つ .
本研究 で は 癌細胞 の M T-M M P-1, ア ン チ セ ン ス M T-M M-
P-1 遺伝子の 発現が生体内(in viv o) で浸潤 , 転移 に 与え る影響
を マ ウ ス 実験転移モ デ ル を用い て検討 した .
対象お よ び方法
Ⅰ . 細胞培養
1 . 使用細胞と そ の 培養条件
使用 した 培養細胞 ほ ヒ ト線椎肉腫由来 H Tl O80細胞, マ ウ ス
肺癌細胞 Madis o nl O9細胞(金沢大学放射線科, 高仲博士 よ り
供与) であ る . 以上 の 細胞 は 全 て1 0% 牛胎仔血清 (fetal calf
ser u m, F C S, Hyclon e, Utah, U S A),0.2m g/ml カ ナ マ イ シ ン (和
光, 大阪:以下特 に記載 の 無い 場合ほ 当社 の 製品を用 い た)を含
むダル ベ ッ コ 変法 イ ー グル 培 地 (Dulbe c c o m odified Eagle
'
s
m ediu m, D M E M) (日水 , 東京) に て 37℃, 5 % C O2存在下 で培
養した .
Ⅱ . ノ ー ザン プ ロ ッ テ ィ ン グ法
1 . 培養細胞全 R N Aの 抽出
直径 15c m の 細胞培養用 デ ィ シ ュ (F A L C O N, Ne wJers ey,
U S A) に て 細胞 が ほ ぼ 一 面 に 増殖 した時点 で , 培養上清 を除去
し, 10 血の D 液(4 M グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト , 25mM ク エ
ン 酸ナ ト リ ウ ム , 0.1 M 2-メ ル カ プ ト ニ ク ノ ー ル , 0.5 % N- ラ ウ
ロ イ ヤ ル サ ル コ シ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム) を 加え て 十分に 懸濁 した .
懸濁 した 材料 に , 1/10容量の 2 M酢酸 ナ ト リウ ム , pH 4.0,1容
量の水飽和フ ェ ノ ー ル , 1/5 容量の ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミ ル
ア ル コ ー ル 49:l を順次加え , 添加 ごと に 混和 した . 15分水冷
した後 , フ ェ ノ ー ル 抽出を 行い 水層(上層)に 等量の イ ソ プ ロ パ
ノ ー ル を 加え , よく混和 して - 20 ℃で 1時間放置 した . 4 ℃,
10,000回 転/分(rpm),20分速心 して 上 帝を捨 て た 後 , R N Aの
沈澱を 0.5mlの D液 で 十分溶解 して等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を
加えて前述の よう に R N A を沈澱 させ た . R N Aの 沈 澱を ジ ュ
チル ピ ロ カ ル ポ ネ ー ト(diethylpyr oc arbo n ate, D E P C) 処理蒸留
水にて 溶解 し, フ ェ ノ ー ル 抽出 , エ タ ノ ー ル 沈澱 を 行 っ た .
R N Aの 沈澱を D E P C処理 蒸留水 で 溶解 し, 分光光度計(モ デ
ル U V 160, 島津∴京都)を用い , 26 0n m の 吸 光度(O D)を測
し, 1 0 Dを 40FLg/ml と して 全 R N A濃度を測定 した .
2 . m R N Aの 抽出
90pl の 全 R N Aに 対 して 10FLlの 割合で 5 M NaCl を加 え ,
これを 6mg の オ リ ゴー d Tセ ル ロ
ー ス (フ ナ コ シ , 東京) と混合
し室温で 1時間緩や か に 振返 して m R N Aを セ ル ロ ー ス に 吸 着
させた . 次に遠心 して 得 られた沈殿を 0,1 % S D Sに 懸濁 し, 37
℃で 5分間反応 させ , 吸着 して い る m R N Aを 溶出させ た . 最
後に 遠心 して セ ル ロ ー ス を除き, m R N A を含む上清 を 回 収 し
た .
3 . ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法Ⅰ5)
1検体 に つ き全 R N A 20iLg に 相 当する mR N Aを用い , 50%
ホ ル ム ア ミ ド (ナ カ ラ イ テ ス ク 1 京都), 17.5% の ホ ル ム ア ル デ
ヒ ドを含む 2% モ ル ホ リノ ー プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸(m orpholin o-
pr opa n es ulfo nic acid, M O P S),pH 7.0に 溶解し, 5 5 ℃で15分間反
応 させ た後 , 1･0 %ア ガ ロ ー ス ゲル に て 2 % M O P S中で 電気泳
動 を行 っ た . 泳動修了後の ゲ ル を ハ イ ポ ソ ドN メ ソ ブ ラ ン
(A m ersha m, Bu ckingha m shiTe, U K)に 転写 した . 転写後の メ ソ
ブ ラ ン を U Vス ー ラ ク ー リ ン カ ー 1 800(フ ナ コ シ)を用い て波
長 254n m の 紫外線12 00マ イ ク ロ ジ ュ ー ル を 照射 し, R N Aを メ
ソ ブ ラ ン に 固定 した .
4 . プ ロ ー ブの 作成
マ ウス お よび ヒ トの M M P-2 お よ び M T-M M P-1 の cD N A
を含む プ ラ ス ミ ドよ りプ ロ ー ブ を作製 した . マ ウ ス M M P-2 プ
ロ ー ブほ制限酵素(制限酵素ほ全 て 宝酒造を使用 した)Ba mHI
で 切 り出され る0.6 キロ 塩基対(kilobas epairs, k bp) の cD N A
断片 , ヒ ト M M P-2 ほ Ec oRI, Bar nHI で切 り 出 さ れ る
1.6kbp の cD N A断片, マ ウ ス M T-M M P-1 ほ Ec oRIで 切り出
さ れ る 1.2k bp の cD N A断片 , ヒ ト M T-M M P-1 ほ Ec oRI,
Ba mHI で切 り出され る 1.5k bp の cD N A断片を使用 した . こ
れ らの D N A をそ れぞれ 50ng ず つ マ ル チ プ ラ イ ム ･ ラ ベ リ ソ
グ ･ キ ッ ト (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京) を 用 い て 【α-32円
d C T P(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ バ ソ)で標識 し, 2.0 - 5.Ocpm/pgの 非
情性 を持 つ プ ロ ー ブを得た .
5 . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
紫外線固定後 の メ ソ ブ ラ ン を ラ ビ ッ ド ･ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン ･ バ ッ フ ァ ー (r apid hybridiz atio nbuffer, R-hb) (ア マ
シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン) と 共に プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グに 入 れ , 6 5 ℃で
2 時間加温 し, プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . 次に こ
の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 を 捨 て , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン 液 (R-h b 2.Oml) に 95 ℃, 5 分加温後 氷 上 で 冷 却 し た
20m g/ml変性サ ケ 精子 DNA(べ - リ ン ガ ー マ ン ノ ＼イ ム 山之 札
東京)10恥1 お よ び標識後 プ ロ ー ブ を加え63 ℃ で 3時間反応 さ
せ た . 反応後の メ ソ ブ ラ ン は 2倍濃度 S S Cに て室温10分間 4
回 洗浄 し, 0.1倍濃度 S S C-0.1 % S D Sを含む 溶液に て 54 ℃で2 0
分間の 洗浄を 3 回施行 した . 洗浄後 ∴室温下 6 - 18時間の オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を試行 した . 検出され る m R N Aの 大き さ
の 評価 ほ ア ガ ロ ー ス 電気泳動の 際 に , HindⅢ で 切 断 し【α▼32P】
d C T Pに て 標識 した フ ァ ー ジ D N A約100ng を 標準と して 同時
に 泳動 しそ の 位置か ら計算 した .
Ⅲ . 培養細胞 に お け る M T- MM P-l, ア ン チ セ ン ス M T-
M M P,l (a ntisen s e- M T- M M P-l, A S→ M T- M M P-1) の
発現
1 . M Tq M M P-1, A S-M T-M M P-1 発現 ベ ク タ ー の 構築
発現 ベ ク タ ー ほ pS G-5(東洋紡), お よび pL X E N16)(国立が ん
セ ン タ ー 研究所ウ イ ル ス 部, 赤城剛博士 よ り供与)を使用 した .
PL X EN はピ コ ル ナ ウイ ル ス の イ ン タ ー ナ ル リ ボ ゾ ー ム エ ン ト
リ ー サ イ ト(IR E S)を 利用 して , 一 本の m R N A から 二 つ の タ ン･
m atrix m etalloproteinas es; M O P S, 3-N - Morpholin opropa nes ulfo nic a cid; M T
- M M P-1･ m e mbrape type m atrix
metalloprotein as epl; N K, n atural killer; P B S, phosphate-buffered sa.1in e; R-h b, r apid hybridization buffer;
SP F, Spe Cific pathoge nfre e; TE, Tris E D T A;U, u nit
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パ ク を読 ま せ る バ イ シ ス ト ロ ニ ッ ク な レ ト ロ ウイ ル ス ベ ク タ ー
で あ る . こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー に Ec oRIで 切 り 出 さ れ る





方 向 に 組 み 込 み , M T-M M P-1 発 現 プ ラ ス ミ ド
(pS G-M T-M M P-1, PL X E N- M T-M M P-1) を 作 製 し た .
A S-M T- M M P-1 発 現 プ ラ ス ミ ド (pS G- A S-M Tq M M P-1,





方 向に 組み 込み 作製 した (図1).
2 . プ ラ ス ミ ドの 大量調製
皿 - 1. で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド で 形質転換 さ れ た 大 腸菌
H Bl Ol株を 2× Y T培地【ト リ プ ト ン 16g, イ ー ス ト エ キ ス ト
ラ ク ト 10g, 塩化 ナ ト リ ウ ム (NaCl)5g, ア ン ピ シ リ ソ 50mg/
1, pH 7朝 250mI に て 37 ℃, 12時間培養 した . 培養終了 後∴嵐心
に て集菌 し , 沈澱 を 【50m M T ris- H Cl, 1 0mM E D T A, 100/唱/
ml R Na se(Boehringer, Ma n nheim , Ger m a ny), PH 8.0]10ml で
懸濁 した . 懸濁液 に ア ル カ リ溶液【200m M 水 酸化 ナ ト リ ウ ム
(NaO H),1% S DS]10ml を加え て 室温で 5分間放置 して細胞質
を溶解 した . こ の 混 合液 に 3 M 酢酸 カ リ ウ ム , pH 5.5, を
10ml加え , 10分水冷 して 液を 中性化 し, 遠心 して 沈澱 を除去 し
た 後き 上 清に 10m g/ml R Na seを 1 5恥1 加 え , 37 ℃, 30分間
R N A を消化 した後 , QI A G E N-tip 20(QIA G E N, Chats w orth,
US A) カ ラ ム に 重層 した . プ ラ ス ミ ドが 吸着 した カ ラ ム を 1 M
NaCl, 50m M M O P S, 15 %エ タ ノ ー ル , pH 7,0 に て 2 回 洗浄
後 , l.25 M NaCl. 50mM Tris- H Cl, 15 %エ タ ノ ー ル , pH 8.5 に
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Fig.1. Co n stru ctio n of v e ctor s e xpre ssing M T-M M P-1 and
a ntise n s eM T-M M P-1 a nd lo c atio n of the oligo nu cle otide
Prim ers and probeforP C Rarnplific ationin the e xpr e ssio n
V e CtOrS. (A)pL X E Nv e ctor. (B)pS G-5 v e cto r. M T-M M-
P-1 cD N A(b) o r a ntis e n seM T-M M P-1(c) w er ein s erted
into thos e v e ctor s. Co ntrol pla s mids (a) e xpr e ss ed
n othing. Prim e rs王orP C Ra rnplific atio n w er e spe cific for
e ach pla smids. Nu mbering with the arr ow sho w the
lo c atio n of the oligo n u cle otide prim ersfor P C R, the
n u mber sbetw ee n a rr o w s ar e siz e s of produ cts by P C R.
L T R, lo ng te r min alr epe at;I R E S. inter n al ribo s o m e site;
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r esista n c e e n c oding gen e
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+
,
extended retroviralpa ckaging sign al.
パ ノ ー ル を 加え て 良く混和 し , 1 5,000rp町 30分速心 して プ ラ
ス ミ ドを 沈澱 さ せ た . プ ラ ス ミ ドの 沈澱 を Tris E D T A(T E)
(1 0r nM Tri-H C l, 1m M E D T A,PH 8･0)で 1m g/mlの 濃度に 溶解
した .
3 , 培養細胞 へ の 遺伝子導入
培養細胞(M adis o n-1 09細胞 , H Tl O80細胞) を 35m m プ ラ
ス チ ッ ク デ ィ シ ュ (F A L C O N) に 約 1.0×1 0S 個/ml の 濃度で
5 % F C S加 D M E M 2ml に て 37 ℃, 24時間培養後 , C he n らの
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法変法l T)に て遺伝子 導入 を 行 っ た . 即 ち , ヒ
ト M M P-2発現 プ ラ ス ミ ド(pS G-5-M M P-2)D N A O.2p gと共に
M T-M M P-1, A S-M T-M M P-1 発現 プ ラ ス ミ ド D N Aお よび発現
ベ ク タ ー D N A計 2.OiLg(総計2.2jLg)を 0.25 M塩化 カ ル シ ウ ム
(CaC12)60pl に混和 し , そ の 混合液 に 2倍濃度 N, N-ビ ス (ー2一ヒ
ド ロ キ シ ュ チ ル)-2-ア ミ ノ ー エ タ ン ス ル ホ ン 酸 【N, N-bis
(2-hydr o xyethyl)-2- a min o- etha n es ulfo nic a cid, B E S] 緩 衝液
(B E S-buffer ed s alin e, B B S) (2 80m M NaCl, 50m M B E S,
2.8m M リ ソ 酸 水素 ニ ナ ト リ ウ ム , pH7且)62.5/上1 を 加 え ,
37 ℃ で10分間 , 次に 室温 で10分間静置 した後 , 上 記培養細胞に
加え C O2 濃度 3%の 条件下 に て 37 ℃, 24時間培養 した . 培養
後, ハ ン ク ス 液 (Hanks bla n c ed salt s olutio n) に て 2回 洗浄
し, 5 % F C S加 D M E M 2ml で3 7 ℃, 24時間培養 した ,
4 . ゼ ラチ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー
1 8)
培養細胞を 35m m プ ラ ス チ ッ ク デ .1 シ ュ (F A L C O N) に 約
1.0× 10
5
個/ml の 浪度 で 5 % F C S加 D M E M 2ml に て 37 ℃,
24 時間培養 , そ の 後培養液を除去 し, ハ ン ク ス 液 に て 2 回洗浄
し, 無血 清 D M E M. も しく は 10 % F C S加 D M E Mを 1ml加
え , 24時間培養後の 培養 上清 を試料 と した . 試料 を試料溶解液
[50m M Tris- H Cl, pH 6.5, 10 % グリセ ロ ー ル , 2 % S D S, 0.1 %
ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブル ー (br o m ophe n ol blu e,B P B)]と 等量混和
し, 37 ℃ で30分加温 した 後 , 0.1 %ゼ ラ チ ン を含 む10%ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ドゲ ル で S D S-P AGE を 行 っ た . 泳動終了 後 , ゲル を
2.5 % ト ラ イ ト ン ×10 0に て30分間室温で 2 回洗浄 し, 反応液
[50m M TrisTH Cl, pH7.5,150m M NaCl,1 0m M CaCl2, 0.02 %ア
ジ化ナ ト リ ウ ム (NaN3)]に て 37 ℃, 24時間反応 さ せ た . 反応
後 , ゲ ル を染色液[30 %エ タ ノ ー ル , 10 %酢酸 , 0.3 %コ ー マ ス
ブ リ リ ア ソ ト ブ ル ー G-250(Sigm a C he mic al, St. Louis,
U S A)】に て室温 で 5時間染色 し, 30% エ タ ノ ー ル , 10 %酢酸に
て 脱色 して ゼ ラ チ ン 分解能を観察 した .
Ⅳ . 検量線の 作成
1 . D N Aの 抽出
マ ウ ス よ り 摘 出 した 肺 は 4ml の 細 砕緩衝液 (0.1 M NaCl,
0.2M シ ョ 糖, 0.01 M E D T A, 0.3 M Tris-H ClpH 8.0)中で 柵砕し
た . 細砕物 に 250ml の 1 0% S D S を加え撹拝 し, 65 ℃の 温洛中
に て30分間加温 した . さ ら に 600〟1の 8 M酢酸ナ トリ ウ ム を加
え 撹拝後 t 60分間水冷 した . 水冷後 , 4℃, 11,000rpm に お い て
20分間遠心 し, 氷層を 新た な チ ュ ー ブ に 回 収 した . ク ロ ロ ホ ル
ム 4 血 を 加 え 撹絆後 , 3,000rpm に お い て王5分間遠 心 し ,
D N Aを抽出 した , 分取 した 氷層に ク ロ ロ ホ ル ム 4ml, T E緩衝
液 ･ 飽和 フ ェ ノ ー ル 4mI を加 え撹押後 , 3,000rpm に お い て15
分間遠心 し, D N A を抽出 した . 再 度 ク ロ ロ ホ ル ム 4ml を加
え , 抽 出後 一 分 取 し た 氷層 に 8ml の エ タ ノ ー ル を 加 え ,
3,000rpm にお い で15分間遠心 し, D N Aの 沈殿物 を得た . この
沈殿物 を80% エ タ ノ ー ル で洗 浄 し , 減 圧乾燥 し た 後 , 2ml の
T E緩衝液に溶解 した . こ の D N A溶液 に 10m g/ml R Nase





























































4〃1 を加え, 37 ℃, 30分間反応 させ た 後, 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム
20恥1 を加え , T E緩衝液 ･ 飽和 フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 1:
12mlに て 1 回(3,000rpm , 15分間), ク ロ ロ ホ ル ム 2mlに て 1
回(3,000rpm , 10分間) 抽出を行 っ た ･ 分取 した氷層 に 5ml の
エ タ ノ ー ル を加 え , 3,000rp町 15分間遠心 し エ タ ノ ー ル 沈澱を
行 っ た . 得 られ た D N Aは80% エ タ ノ
ー ル に て洗浄 し , 減圧乾
燥させ た後 , T E緩 衝液 に て 溶解 し た . 分 光光度計を用 い ,
D N A溶液の 260n m の O Dを測定 し, 1 0 Dを 50pg/ml と して
D N A濃度を測定 した .
2 . 鋳型 D N Aの 調整
マ ウ ス 正 常 肺 D N A溶 液 に M T-M M P-1 導 入 pSG 5,
pL X E N発現 ベ ク タ
ー を 10～1 ～ 1 0~10～~12p gま で の10倍段階希釈
量を そ れ ぞれ 加 え , 総 D N A量 を 1pg と した も の を 鋳
DN A と した.
3 . P C R法
Ⅳ-2. で調整 した試料 レ唱 を 鋳型 と し, P C R法 に て 各遺伝
子導入 プ ラ ス ミ ドの 増幅を 行 っ た . 特異的遺伝子配列 の 増幅に
用い る プ ラ イ マ ー と して , 各プ ラ ス ミ ド に 特 異的 な 1 7- 20bp
の オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを作製 した ( 囲1 , 表 1). こ れ ら プ ラ イ
マ ー は特異性を持たせ る 意味 で遺伝子導入 プ ラ ス ミ ドの ベ ク
タ ー 側 と 導 入 cD N A側 と で そ れ ぞ れ 作製 し た . ま た ,
pL X EN に お い て は ネ オ マ イ シ ソ 耐性遺伝子(乃e O
r)の 一 部を増
幅す るプ ライ マ ー も作製 した . プ ラ イ マ ー は全て D N A合成磯
(Mode1 391 D N A Synthesiz er, A BI ジャ バ ソ , 東京) に て 作 製
し, 260n m の 吸光度を測定 して 2恥M に 調製 した もの を使用 し
た.
P C R法に は Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ (Pr o m ega, Madis o n,
U S A)を用 い た . - 検体 5仙1に て熱変性を93 ℃で 1分 , ア ニ ー
リ ン グ反応を55 ℃で 1分 , 伸長反応を72 ℃で 1分行 い , こ れを
1サ イ ク ル と して24サ イ ク ル 繰り返 した . 反応終了後 , 72 ℃ で
18分間の 処理 を 加え た .
4 . D N A ブロ ッ テ ィ ン グ法
P C R法 に よ り得 ら れ た 試料 に 5/上1 の 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム
(pH 5.2)お よび 200JLlの エ タ ノ ー ル を 加え , 1 5,000rpm に て20分
間遠心 し DNA を 沈殿させ た . D N Aを80% エ タ ノ ー ル に て 洗
浄し, 減圧乾燥 した後 , 0.06%キ シ レ ン ア ノ ー ル , 0.06 % B P B,
およ び6.7%グ リセ ロ ー ル を含む T E緩衝液 に 溶解 し, 最終的
に 15/Jlに 調整 した . 各試料ほ 0.5m g/mlの エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ
ドを含む1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 泳動用緩衝液(4m M Tris,
Table l. Sequ e n c es ofthe priprim e rsfo r a mpli丘c atio n
in e xpre ssio n v e ctor spL X E Na nd pS G-5
Prim er Sequ en c e
pL X E N 1 5
1
























>C C C GCTCAG A A G A A C T C GTC■8
'
pS G･5 1 5
′








> TG T GA TG CTAT T G CT T TAT T<3
l
2m M 酢酸ナ ト リ ウ ム 0.1m M E D T A, pH 7.2) を 用い , 定電 圧
100 Vに て電気泳動 した . 泳動終了 後の ゲル は ア ル カ リ変性液
(0.2 N NaO H, 0.6M NaCl)に 浸 し, 30分間室温に て 緩や か に 振返
した後 , 中和溶液【0.24 M Tris- H Cl(pH 7.5), 0.6 M NaClに浸 し
30分間室温 に て 緩や か に 振返 し, 中和反応 させ た . こ の 中和反
応を 2度繰 り返 した 後, 20倍濃度 SS C を使用 し, ハ イ ポ ソ ド
N メ ソ ブ ラ ン に 転写 した . 転写後 の メ ソ ブ ラ ン ほ U V ス ト ラ
タ ー リ ン カ ー 1800に て 紫外線を照射 し , D NA をメ ソ ブ ラ ン に
固定 した . 各 プ ラ ス ミ ドを検出する プ ロ ー ブほ ジ ュ チ ル ア ミ ノ
エ チ ル セ ル ロ ー ス (diethylamin o ethylc ellulo s e, D E A E) 法に よ
り作成 した . すな わ ち , 各プ ラ ス ミ ドを 鋳型と して 各 P C R プ
ラ イ マ ー に よ り増 幅さ れ た D N Aを l 倍濃度 T A E緩衝液
(0.04M酢酸 Tris, 0.001 M E D T A) 中で D E 81紙 (W hatm a n,
M aidsto n e, Engla nd) に 吸着 させ た後 , 紙を 0.5ml エ ッ ベ ン ド
ル フ チ ュ ー ブ に 移 し, 2 M NaCI中に 浸 した . 68 ℃で1 5分間 , 加
温 した後 , エ ッ ベ ン ドル フ チ ュ ー ブの 底部 に 穴 を 開け , 1.5ml
エ
ッ
ベ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 入れ , 8,000rpm ,5分間遠心 し, 増幅
された D N A溶液 を待た . こ の 溶液 に 飽和 フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ
ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 25: 24:1 を加え て , 撹拝 した
後 , 上層を 採取 し, 最終濃度 0.2 M NaCl,2倍 量の エ タ ノ ー ル を
加え , 80 ℃で15分間冷却後 , 15,000rpm ,1 5分間遠心 し エ タ ノ ー
ル 沈殿を行 っ た . 得 られ た沈殿物ほ80% エ タ ノ ー ル で 洗浄 し,
減圧乾燥後 , T E緩衝液に 溶解 した .
5 . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ソ は 前述 した Ⅱ - 5 と 同様 に 施行 し
た . なお , 検出され る断片の 大き さ の 評価 ほ ア ガ ロ ー ス 電気泳
動 の 際 に , Hind Ⅲ で切断 し[αr
32
p] d C T Pに て 標識 し た 人
D N A約 1 00ng お よび HaeⅢ で 切断 し[α-
32
P]dCT Pに て 標識
した pu c19プラ ス ミ ド D N A約 100ng を標準 と して 同時に 泳
Tr a 血Sf七ctedc el】s I.Ⅴ. i【かCtio n Lu ng re 5e Ctio n
【壬王 ･. ･
Fig. 2. Sche m aticillu str atio n ofthe e xperim e ntalpulmo nary
m eta sta sis a ss ay (1). Ea ch gr o ups of lxlO
6
Madis onlO9
c ells orlxl OT H T lO80c ells tra n sfe cted with e xpre ssiorl
v e ctors(pL X E No nly, PL V; M T-M M Pe xpr essio n v e ctor,
pL S M T; antis e n se M T
-M M P-1 expr e ssion v ector,
pL A M T.) w erein o c ulated into the tailv ein s of mic e
(Balb/c for Madis onlO9c ells, Balb/c n u/n ufor H T lO80
c eus.). M ic e w er einje cted intra v e n o u sly with a nti- aSialo
G M l(200pg) at 2 days befor ea.nd l days after tu m or
in o c ulatio n to abolish n atur al kiuer activity. T he D N A
e xtra cted (1 FLg) fr o m lu ngs atr5 days after tu m or
in oc ulation was a mplified by P C Rwith Ne o
r
prim er s. T he
inten sity ofr adio activityin r e a ctio npr odu cts hybridiz ed by
So uther nblotting w as a nlyz ed u sing■a Fujix Bio m age
a n alyz er a nd the r epla ced D N A(log10 D N A) w as c omputed




勤 しその 位置か ら計算 した .
6 . 検量線 の 作成
Ⅳ - 2 で 得た 鋳型 D N Aを前記の 条件で P C R法を 試行 し, 得
られた サ ン プ ル を D N A ブロ ッ テ ィ ソ グ法 , ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ソ を行 っ た後 , バ イオ イ メ ー ジ ア ナ ラ イザ ー を 用 い て , 一
定面積に お ける放射活性 の 測定を行 い , 数値化 した . プ ラ ス ミ
ド D N A量と放射活性値 よ り検量線 を得た .
Ⅴ . 実験的転移 ア ッ セイ
1 . 実験動物
マ ウ ス は Balb/c, 6週齢, 雌を , ヌ ー ド マ ウ ス は 5適齢 , 雌
の Balb/c(n u/nu) (日 本 S LC) を使用 した . マ ウ ス は無病原体
飼育条件下(spe cific pathoge nfr ee, S P F)で 滅菌飼料, 滅菌水
道水が自由に 摂取できる ように して飼育 し実験 に 用 い た . 尚 t
移植癌細胞 は Balb/c 対 して は Madis o nl O9細胞 を , Balb/c
(n u/n u) に 対 して H T lO80細胞 を用い た .
2 . 培養細胞 へ の プ ラ ス ミ ドの 導入
培養細胞ほ 150m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ シ ュ (F A L C O N)に 培
養後 , Ⅲ - 3 と同様 に 遺伝子導 入 を 行 っ た . 各 デ イ シ ュ に
M T-M M P-l, A S- M T- M M P-1 発現プ ラ ス ミ ド D N A お よび発現
ベ ク タ ー D N A 3.7pg を 0.25 M塩 化カ ル シ ウ ム 110pl に 混和
し, そ の 混合液 に 2× B B S 11 5〟 を加 え , 37 ℃で10分間, 次に
室温で10分間静置 した 後- こ の 1 0倍量を 上 記培養細胞 1デ ッ
シ ュ に つ き加え , C O2濃度 3%の 条件下に て 37 ℃, 24時間培養
し た . 培 養 後 , ハ ン ク ス 液 に て 3 回洗浄 し , 5 % F C S加
D M E M 2ml で 37℃, 24時間培養 し, 実験 に 用 い た .
3 . 実験的転移 ア ッ セ イ (1)
Madis o nlO9細胞 で は , 各 プラ ス ミ ド (発現ベ ク タ ー の み ,
M T-M M P-1 ま た は A S-M T-M M P-1 発現プ ラ ス ミ ド) 導入後 ,
1×106個/0.2ml の 癌細胞を無麻酔下に Balb/c マ ウ ス の 尾静脈
内に 移植 し, 移植後 5日 目 に 肺 を 摘出 し D N Aを抽 出 した .
H TlO80細胸 で ほ 1×10T個/0.2mlを ヌ ー ド マ ウ ス に 静脈内移植
し た . こ の 際 , ヌ ー ド マ ウ ス で の ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞
(n atu r al killer c e11, N Kc ell) 活性の 抑制 を 目的 に ウ サ ギ 抗ア シ ア
ロ GM l血 清(和光)20恥唱 を移植前 2 日 目お よ び移植後 1 日 日
に 静脈内注射 した . 細胞肺 D N Aレ唱 を 鋳型と し, 乃g O
′ プ ライ
マ ー にて 前記の 方法 で P C R反応を施行 した . 得 られ た 増幅
D N A をサ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り標識 し, そ の 放射活性
(R.｡ 〔E) を求 め , 検量線 に 基づ き PCR 産物 D N A量 [P.un g(p g)】
を求め た (図2). 尚 , 培養時 の 導入 効率 の 比較を行うた め に ,
静脈内移植前 の 培養細胞を 一 部 回 収 し , 同様 に D N Aレ唱 を
P C R後に サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ し , そ の 放射活性(R｡ ｡1)よ り 同
様 に プ ラ ス ミ ドの P C R産物 D N A量[Pc ｡.(FLg)]を求め た . 肺
定着率を次式 で求 め , 各導入 プ ラ ス ミ ド群間 で比較 した .
肺定着率 = Ph｡B X 肺 D N A総量/Pc ｡1×移植細胞 D N A総量
P加咽 = 遺伝子 導入 培養細胞 D N A(1/Jg) 中に 検出 され る補正 プ
ラ ス ミ ド DN A量 , P｡ ul = 肺狙織 D N A山唱) 中に検出さ れ る補
正 プ ラ ス ミ ド D N A量
4 . 肺転移 コ ロ ニ ー 数の 測定
肺転移数 の 計測 ほ W e xler の 方 法1 g)を 用 い た . 5×1 05 個/
0.2mlの 癌細胞を尾静脈内に移植後 , 10日 目に マ ウ ス を屠殺 し,
仰臥位に 固定 した . 頸部正 中切開にて 気管を霹出 した ㌧ 気管 内
に 黒イ ン ク (パ イ ロ ッ ト , 東京)15ml ･ 蒸留水 85ml ･ ア ン モ ニ
ア 水(丸石製薬 ▲ 大 阪)2滴か らな る染色液を紛 2mlを緩徐 に注
塚
入 した . 気管 を切断 し, 胸隔内臓器を 一 塊 に 摘 出 し, 水中に5
分間浸 した . 次に Fekete
'
s 溶液(70 %ア ル コ ー ル 1 00ml, ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド 1 0ml, 酢酸 5 血) に 24時間浸 し , 臓器 を 固定し
た . 国定後 , 肺 を切離 し, 5実 に 分離 し, 肺表面を 実体顕微鏡
(20倍) に て 観察 し転移 コ ロ ニ ー 数 (直径5恥 m 以上)を測定し
た .
5 . 皮下移植 に おけ る腫瘍径の 計測
各プ ラ ス ミ ド導入 M adis o nlO9細胞 5×1 0個/OT2mlを無麻酔
下 に マ ウ ス 背部皮下 に移植 し, 経時的に 腫瘍径 の 計測を試み次
式 に プ ロ ッ ト し20) , グ ラ フ 化 した . な お , リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法
で 導入 した M T-M M P-1 遺伝子 の 経 時的効果 を確認す る た め
に , M T-M M P-1 を 癌細胞に 導 入 して か ら 5 日経過 した細胞群
に お い て も同様 の 実験 を施行 した .
腫瘍容横 (Tu m or v olu m e)(m m3)=
腫瘍長径 (1e ngth)(m m)×【腫瘍短径(width) (m m)]
2/2
6 . 実験的転移ア ッ セ イ (2)
リ ソ 酸 カ ル シ ウ ム 法 に て各 プ ラ ス ミ ドを 導入 した各培養癌細
胞を そ れ ぞれ Ixl O7個/0.2mI に 調整 した . そ の 後 ▲ そ の 調整し
た 各 プ ラ ス ミ ド導入細胞(発現 ベ ク タ ー の み , M T-M M P-1ま た
は A S- M T-M M P-1 発現プ ラ ス ミ ド)を等量混合後 , 0.3ml を尾
静脈内移植 した . 移植後 の ア ッ セ イ ほ 前述 した実験的転移ア ッ
セ イ (1) と 同様 に 行 っ た . ヌ ー ド マ ウ ス に 対 して は ウサ ギ抗ア
シ ア ロ G M l 血清を 同様に使 用 した ( 国3).
Ⅵ . 免疫組織染色法
各 プ ラ ス ミ ド導入癌細胞 の マ ウ ス 尾静脈内移植後 t 7 日目に
肺を 摘出 した . 肺を 4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 4℃, 16時間
固定 し , パ ラ フ ィ ン 包唾 した . 毎 m の パ ラ フ ィ ン 切 片を 作成
し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後 , メ タ ノ ー ル ー 0,3 %過酸化水素水に よる
内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ブ ロ ッ ク と 0.15 M リン 酸緩衝液



































So utlle r n
bIoting
Fig. 3. Sche m aticillu str atio n ofthe e xperim e ntalpulm o n ary
m eta sta sis a ss ay (2). 5×1 06 c a n c er c ells tra n sfected
e xpr e ssio n v e cto rs (pL X E No nly, pL V; M T-MM P
e xpr e ssio n v e ctor, PL S M T; a ntise n se M T-MM P-1
e xpr e ssio n ve ctor; PL A M T) w e remiⅩed e a ch other, a nd
total l.5×1 0T c a n c e r c ells w er eino culated into the tail
v ein s of mic e. T he D N Ae xtr a cted(1 FLg)fr o mlu ngs at5
days aftertu m orin o c ulation w as a mplified by P C Rwith
spe cific prim e rsfor ea ch pla smi ds. T he inte nsity of
radio a ctivity inr e a ctio n produ cts hybridized by Souther n
blotting w as a n alyz ed using a Fujix B ioim age a n alyz era nd
the r epla c ed D N A(logl｡ D N A)w a s c o mputed by the each
C alibratio n c u rye in the s a m ew ay of Fig. 5. M ic e w ere
inje cted intr a v e n o u sly with a nti-a Sialo G M l(200pg) at 2
days befo re a nd l days aftertu m orin oc ulatio nto abolish
































































M T-M M P-1 遺伝子導入癌細胞 の 転移浸潤効果 277
(phosphate-buffered salin e,P B S)(pH 7･2)-3 %牛血 清ア ル ブ ミ ン
(bo vin e se ru malbu min, B S A) に よ る非特異的反応の ブ ロ ッ ク
の 後, ビ オ チ ソ 化抗 M T-M M P抗体(113-5B 7‥ 合成 ペ プ チ ド
CD G N FD T V A M L R G E M, 残基 310-333, M T- M M P
9}
, 富士 薬品
工業, 高岡) ま た は抗 M M P-2抗体
21)(75-7F 7, 富士 薬品工業)
を 5iLg/ml 含む PB S-0･1 % B S Aに て 6 0分間室温 で反応 させ
た . 次 い で , 抗 ビ オ チ ン マ ウ ス IgG 抗 体 (Cappel, We st
Chester, U SA) で30分間, 室温 で 反応後 , ピ ア ス イ ミ ュ ノ
ピ ュ ア メ タ ル エ ソ ノ､ ン ス ト D A Bサ ブ ス ト レ イ ト(PIE R C E
im mu n opu r e m etale nha n c ed D A Bsubstr ate) キ ッ ト (Cap pel,
We stC he ster) で発色 さ せ た . ま た , 陰性対照 と して 50倍 に 希
釈した正 常 マ ウス IgG を 1 次抗体 の か わ り に 使用 し , 同様 の 方
法で反応を行 っ た .
Ⅶ . 統計処理法
得 られた 成績ほ , 全て 支 ±S Dで 示 した . 多群間の 差の 検定
に は A N O V A法 の 後 , Scheffer
'
s F 検 定 を 用 い , 危 険率
(1e v elof signific a n c e)p<0.05を 統計学的有意差あり と した ,
成 績
Ⅰ . 腫瘍細胞 にお け る M M P-2, M T- M MP - 1 の発現
実験 に あ た り 使 用 す る 腫瘍細 胞株 の M M P-2 お よ び
M T-M M P-1 の 発現の 有無 を ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 お よび ゼ ラ チ
ン ザイ モ グ ラ フ ィ 一 に よ り検討 した .
1 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法
ヒ ト由来線維肉腫細胞株である H Tl O80細胞お よ び Balb/c
マ ウ ス 由来肺癌細胞株 で あ る M adis o nlO9細胞か ら総 R N Aを
抽出 し, M M P-2 お よび M T- M M P-1遺伝子 の 発現を ノ ー ザ ン
プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に て 検 討 し た . な お ,
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Fig. 4. Expr e ssio n of M M P-2 a nd M T-M M P-1 gen e in
C ultured Madis o nl O9c e11s and H T lO80c e11s. (A)
Norther nblot an alysis . RNA s a mples(20pg)obtain ed fro m
the c ultur ed c ells w er e ele ctr ophor e sed a nd tr a n sfer red to
m e mbr a n e. Norther nblots w er eperfor m ed with
32p-label-
ed cD N Apr obe s of m o u s eM M P-2(M M P-2) a nd m o u se
M T-M M P-1(M TM M P-1)a nd a ctin . T he siz e s of M M P-2
and MT-M M P-1 m R N Aw er e3,1 a nd 4.5 k bp tr a n s cripts.
T he sam ef in dings w er egiv e n with hu m a npr obe s(data
n ot sho w n). (B)Gelatin zym ography. Ce11s w er e c ultur ed
inser u mfre eD M E M[F C S(-)】orD M E Mc o ntainingl O %
fetalc alfs er u m[F C S(+)]for2 4 h. Codito n ed m ediu m
(15J(1)w er emiⅩed with S D Sele ctr ophor esi s a mple buffer
and s epar ated in a lO %poIya cryla mide gel c o ntaining l
m g/mi gelatin . After gelatin dige stio n asdes cribed
``
M aterials a nd Methods
,,
, the gel w a s stained with O･1 %
Coo m a ssie brilia nt blu eR-250.
り
一
, そ れ ぞれ マ ウ ス お よ び ヒ ト 由来 の 遺伝子を プ ロ ー ブと して
用 い た . ヒ ト M T-M M P-1 cD N A とマ ウ ス M T-M M P-1
cD N A とほ94%の . ヒ ト M MP-2 とマ ウ ス M M P-2 とほ92% の
ホ モ ロ ジ ー を有す る . そ の 結果 ▲ プ ロ ー ブ の 種 類 に 関わ らず
H T lO80細胞は M M P-2, M T- M M P-1 共 に m R N Aの 発現が 認
め られ た が , M adis onlO9細胞 には い ずれ の 発現も認 め られ な
か っ た . マ ウス プ ロ ー ブを用 い た結果を 図 4 A に 示 した .
2 . ゼ ラ チ ン ザイ モ グ ラ フ ィ 一
次に , ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー 18) に て 培養 HTlO80細胞 ,
M adis o nlO9細胞 の 産生す る M M P-2 お よ び M T-M M P-1 の 発
現を 検討 した (園4B). ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー は 酵素活性
を ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲル 電気泳動後の ゲ ル 中で の ゼ ラ チ ン 分
解能に よ り検出する方法 で あり , 潜在塾 M M PT2 は 68k Da, 活
性化中間体ほ 64k Da, 活性型ほ 62k Da の バ ン ドと して 現わ れ
る . 試料 とす る培養液 は滞在型 M M P-2 を含有 しな い D M E M
も しくは滞在型 M M P-2 を含有す る F C S を含む D M E Mに て
実験を施行 した . M M P-2 およ び M T- M M P-1 の m R N A発現
と 一 致 して ∴潜在塾 M M P-2 な らび に 活性化型, 活性化中間型
M M P-2 に 相当する バ ン ドが H Tl O80細胞の 培養上清 で 認め ら
れ た . M adiso nl O9細胞自身に よ る M M P-2 の 産生ほ培養上帝
中に 認め られ なか っ た . また , 培養液 を 10 % F C S加 D M E M と
した 場合 で も対照 で あ る F C Sの み を 含 む 試料 と同様 に
Madiso nlO9細胞に よ る培養液中 の 滞在型 M M P-2 の 活性化 は
起 こ ら な か っ た . 以 上 に よ り , 培養 H T lO80細胞 ほ 自 ら
M M P-2, M T-M M P-1 を 共に 発現 して い る が , Madis o nlO9細胞
で ほ両 酵素の 発現 がほ と ん ど な い こ と が ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ
フ ィ
【 でも示 され た .
Ⅱ . セ ンス M T- M MP rl 遺伝子発現 に よ る 潜在型 M M P-2
活性化お よび ア ン チ セ ン ス 遺伝子発現 に よ る抑制
MT-M M P-1 遺伝子 を発現する た め に マ ウ ス 白血病 ウイ ル ス
の L T Rを 持 つ プ ラ ス ミ ド pL X E N と S V 40初期遺伝子プ ロ
モ ー タ ー を持 つ プ ラ ス ミ ド pS G5 をベ ク タ ー と して 用 い て , プ
C d ls ⅡT l柳 M A 】) 1( 抄
M T_ M Mトl 一 寸 + + + + 一 一 + + -
A ふM T. M M T.l
- - - + 十 - + 十
Fig. 5. Gelatin zyrn ogr aphy of c ultu erd m ediu m to certific a-
te the effe cts of c o n stru Ctiv e e xpr es siD n Ve CtOrS. Gelatin
Zym Ogr aphy w a sperform ed asdes cribed. H TlO80c ells or
M adis o nlO9 cells we retr a n sfe cted with M M P-2 plas mids
(0.2 p g)to e xpre s slate nt M M PT2 e n o ughby the m s elv e s,
a nd they w er e c otr a n sfe cted with M T- M M P-1 plas mids
(M T- M M P-1; +, 0.2 jLg ;≠ 0.6 JLg), a ntis e n s eM T-M M-
P-1 (A S- M TM M P-1; +, 1.6 p g) a,nd v e ctor plasmi ds.
Tra n sfe cta nts w ere c ultur edin seru m fre e m ediu m fo r24
h. Co ndito n ed m edia were collected and a n alyzed by
gelatin zyrn ogr aphy. Co n stru Cted v e ctors with pL X E N
W er e u S ed forH Tl O80a nd pS G-5 forM adiso nl O9.
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ロ モ ー タ ー の 下流 に M T-M M P-1 遺伝子 を セ ン ス ある い ほ ア ン
チ セ ン ス の 方 向に 観み 込 ん だ . 冬作 成 プ ラ ス ミ ド を 導入 した
H T-1080細胞お よ び Madis o nlO9細胞 の 培養上帝を用 い て ゼ ラ
チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー を 施 行 し , 各 プ ラ ス ミ ド の 滞 在型
M M P-2 活性化 へ の 影響を調 べ た . な お , 細胞常 ほ M M P-2 発
現プ ラ ス ミ ドと構築 した プ ラ ス ミ ドとを 同時に形質導入す る こ
とで それ ぞれ の 遺伝子を発現 させ た (図5).
1 ･ M T-M M P-1 遺伝子導入 に よる滞在型 M M P-2括性化
H T lO80細胞で M T-M M P-1遺伝子を セ ン ス の 方向に 発現 さ
せ る こ と に よ り , 滞 在 型 M M P-2(68k Da) の 活性 化中間体
(64k Da) と活性型(62k Da) へ の 変換が促進 された . また , 導入
する プ ラ ス ミ ド量 に 依存 して活性型 へ の 変換が増加 した . ベ ク
タ ー プ ラ ス ミ ドの 相 異に よ る効果 の 違い は 認め られ な か っ た .
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Fig･6, C alibr atio n c ur v e s of P C Rpr odu cts fro m plasmid
D N A. P C Rpr odu cts w erefr o m s erial diIutio n s of e a ch
plasmi ds D N A in the m ou selu ng D N A, C O uld n ot be
dete cted at only m o u s elu ng D N A(c o ntr ol). Plots of the
radio a ctivitie shybridiz edto P C Rpr odu cts of e a ch plas mid
D N Aagain占t DN A c o n ce ntr atio n s with e a ch spe cific
prim er s･ Radio a ctivite sin the P C Rpr odu cts hybridiz ed
With 32P-1abeled probe w er e a n aIyz ed using a Fuji Bio m age
an alyz er･ Radio a ctivity w a sde s cribed in arbitary u nits
(A U) per m m2. The ge n e s o王 P C Ra mplific atio n a re
Sho w nin Fig. 2. Pr obe s of P C R. (A)pL X E Nv e ctor, ◎;
M T-M M P-1 e xpr es sio n
,
pL X E N,○; a ntis e n s eM T- M M P-1
e xpr es sio n pL X E N, ▲ . (B)pS G-5 v e ctor, ◎;M T- M M P-1
e xpr es sio n pSG
-5, ○; antis e n s eM T-M M P-1 e xpre ssio n
pS G-5, ▲ . (C) n e o- r e Sista nt ge n e(neo,) of pL X E N.
壕
M M P-2 の 活性化が観察され た ･ な お ･ M T-M M P-1遺伝子 の 導
入 を しな か っ た 対照群 に お い て は I H TlO80細胞 で は 活性化中
間体 の バ ン ドがわ ずか な が ら検出 され た が , Madis o nlO9 細胞
で は活性化中間体 お よび 活性化塑 の バ ン ドは 検 出 で きなか っ
た ･ こ れほ H TlO80細胞に お け る内在性 M T- M M P-1 の 発現に
よ る と考 え られ , 図 4の 結 果 と 一 致 す る ･ 以 上 の 結果 よ り,
M T-M M P-1 遺伝 子 を セ ン ス に 発現す る プ ラ ス ミ ド (pS G-5_
M T-M M P-1･ pL X E N-M T-M M P-1) を細胞導 入す る こ と に よ
り , 滞在型 M M P-2 の 括性化が誘導 され る こ と が確認され た.
2 ･ A S- M T- M M P遺伝子導 入細胞 に よ る滞在型 M M P-2活
性化の 抑制
H Tl O80細胞お よ び Madis o nl O9 細胞 に M T- M M P-1遺伝子
発現 プ ラ ス ミ ドを 導入 する と滞在型 M M P-2 の 活性化 が起 こ
る ･ そ こ に ア ン チ セ ン ス の 方 向で M T-M M P-1遺伝子 を導入す
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Fig･7･ Dete ctio n of the tr a n sfe cted gen ein the cultured
C e1s D N Aor m u rin elu ng D N Aafterin oc ulatio ns ofthe
tra nsfe cted c e11s. T he D N Aw as e xtr a cted fr o m the
C ultur ed c els tr a n sfe cted with plas mids or m u rin elu ng
after in o c ulatio ns of tr a n sfe cted c ells, aS de scribed in
Fig･ 5･ T he D N Ae xtr a cted(1 pg) w a s a mplified by PC R
With Ne or prim er s, then the a mplified D N Aw a shybridiz ed
to the pr obe of n eo
r by So uthernblotting. (A) HTlO80
C ells. (B)M adis o nl O9c ells. (a)Cultu red ceIs tr an sfected
with the e xpre ssio n v e cto rs. (b) Mu rine lu ngs at 5 days
a王ter c ells in o c ulatio n s(n = 5). Ca n c e r c ells w er etr a nsfe-
Cted with only pL X E Nv e ctor s(pL V; a/1, b/6 - 10),
M T- M M Pexpre ssio n v e ctor s(pL S M T; a/2, b/11- 15)or
a ntis e n s eM T- M M P-1 e xpr es sio n v e ct.o rs(pL A M T; a/3, b/
1 6- 20). a/4.w a sthe am plified D N Aofthe c ultur ed c el
s
witho ut tr a n sfe ctio n a nd b/5 wa sthe a.m plified D N Aof
the m u rin e lu ngs witho ut in o c ulatio ns of c a n cerc eIIs
(c o ntr ol).
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るこ と に よ り , 活性化 を抑制す る こ と が 可能 か を培養上清中の
M MP-2 をゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ ィ
ー で 検出す る こ と に よ り検
討した . 図5に 示 すよ うに A S
- M TM M P-1 が M T-M M P-1発
現に よ る潜在型 M M P-2 の 活性化を抑制する こ とが 示 され た ■
Ⅲ . 発現 ベ クタ ー の検 出方法 と検量緑
葉験的肺転移巣で の 敏量な遺伝子導入細胞 を検出す るた め に
は細胞に 導入 した プ ラ ス ミ ド D N Aを P C R で増幅 して検出す
る方法が有効 と考え , そ の 定 量性 を検討 し て検量線 を作製 し
た . マ ウ ス の 肺 D N A を用 い て 段 階希釈 し た 各 プ ラ ス ミ ド
D N A をテ ン プ レ
ー ト と して , 図 2に 示 した プ ラ イ マ ー を 用 い
た P C Rに よ り, 予想 され る大きさ (pS G-5, 1 00bp ; pS G-M T-
M M P-1, 185bp ; pS G- A S-M T- M M P-1, 85bp ; pL X E N, 280bp ;
pL X E N
-M T-M M P-1･ 454 bp ; pS G-A S-M T-M M P-1･ 513bp ;
脚
′
, 525bp) の 塩基対 の D N A断片 が サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法
で 単 一 バ ン ドと して 検出 できた . ま た , 対照 と し て マ ウ ス 肺
D N A をテ ン プ レ ー トと した 場合 , 予想され る P C R産物は得 ら
れなか っ た . サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法 で 得た バ ン ドの 放射活性
をバ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー に て 計測 し, そ の 対数値を グ ラ
フ上 に プ ロ ッ トす る と 10~2〃g 以下 で , は ぼ直線状の 検量線を
得た(図6).
Ⅳ . 形質転換腫瘍細胞の転移, 浸潤 に与 え る影響
これ まで に 様 々 な腫瘍細胞株 へ M T-M M P-1発現 プ ラ ス ミ ド






































に 得よう と した . しか し , 対照に 用 い た遺伝子 の 導入細胞は容
易に 得 る こ とが 可 能で あるが . M T- M M P-1 遺伝子導入細胞 を
得 る こ と に ほ 成功 して い な い . した が っ て , M T-M M P-1 発現
細胞の 高発現細胞を長期安定 して培養す る こ とが 困難である こ
とを 考え , ト ラ ン ジ ュ ン ト ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ (tr a n sie nt
tr a n sfectio n) 法に よ る M T-M M P-1 の 一 過 性発現 が細胞 の 転
移 , 浸潤能 に 与え る 影響を測定す る実験 を試み た . 一 般に リ ソ
酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ る遺伝子導入 で は , 受容細胞の10% 弱に プ
ラ ス ミ ドが取 り込ま れ , 40- 50時間を ピ ー ク とす る 一 過性の 導
入 遺伝子 の 発現 が 認 め ら れ る . Madis o nl O9細胞 お よ び
H Tl O80細胞 に 導入 した M T-M M P-1 遺伝子の 発現も培養条件
下で同様の 時間経過 で発現する こ とを 確認 し実験に用い た .
1 . 実験的肺転移ア ッ セ イ (1)に よ る M T-M M P-1 の 転移 へ
の 影響
セ ン ス ある い ほ ア ン チ セ ン ス MT-M MP-1遺伝子を リ ソ 酸カ
ル シ ウ ム 法に よ り導入 した Madis o nlO9細胞 お よ び H Tl O80細
胞を遺伝子導入細胞の 選別を行う こ とな く24時間後に 回収 し,
マ ウス の 尾静脈 に 接種 した . 5 日後 に マ ウ ス よ り肺を 摘出 し,
全 D N A を抽出 し, 肺に 生者 した細胞が保持 して い る導入遺伝
子 を P C R法で定量 した . こ の 方法 に よ り M T-M M P-1 遺伝子
を セ ン ス ある い は ア ン チ セ ン ス に 発 現 して い る細胞が その 対照
とな る ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドの み を 導入 した細胞に比 し, 肺 へ の
生者 に どの 様 な優位性を持つ か を 検討 した . 実験に 用 い た マ ウ
pL V pL S M TpL A M T pL V pL S M TpL A M T
Fig･8･ Co mparis o n ofthe r atio of plas mid D N A dete cted in the m u rin elu ngs and thatin the c ultur ed cells. Ca n c er c ells w er e
tra n s王e cted with pL X E Nv e ctor s o nly(pL V), M T-M M Pe xpr es sio n v e ctDrS(pL S M T)or a ntis e n s eM T- M M P-1 expr ssion ve ctors
(pLA M T). T he inte n sity of radio a ctivite s of P C Rpr odu cts fro mthe e xtr a cted D N A(1 FLg) of the ctltur ed c e11s tr a n sfe cted
With e a ch of pla s midsforin o c ulatio n a nd the lu ngs D N Aat 5 days afterin o culartio n s sho w nin Fig.6 w er e an alyz ed using a
Fujix Bioim age an alyz er. T he a m o u nts of D N A(logl｡ D N A) w e re repla c ed to plasmi ds D N A by the calibr atio n c ur v e of n eor.
And the s e r epla c ed D N Aofthelu ngs a nd c ultu r ed c eus w er e r evised by a m o u nts of thos etotal D N A, the r atio ofthes etotal
plas mid D N A in the lu ngs to that ofthe inoculated c elIs w a s c alc ulated. (A)H Tl O80c ells. (B)M adiso nlO9c ells. Valu e s ar e
























ご■ 欄貞 一 之軸もp
増 - - 45ヰもp
→ ← 51:抽p
■ ← ヱ80bp
サ ー 4 54bp
叫 ト 5 13もp
Fig. 9. Dete ctio n of the tra n sfe cted ge n ein the c ultu r ed
c ells D N Aor m u rin elu ng D N Aafterin o c ulatio n s of the
mix ed tr a n sfe cted c ells. Ca n c er c ells w eretr a n sfe cted
with o nly pL X E Nv ecto rs (pL V), MT-M M P e xpr e ssio n
v ector s(pL S M T) or a ntis e nse M T-M M P-1 e xpr e ssio n
vectors(pL A M T), a nd e a ch 5×1 0
6
c ells w er e mix ed. T he
D N Aw as extra cted fr o m the c ultu red c ells tr a n sfe cted
Withthe plasmi ds or m u rin elu ng afterin o c ulatio n of total
l.5×10T tra n sfected c ells a sde s cribed Fig. 3. T he D N A(1
pg) w a s a mplified by P C Rwith the spe cific prim e rsfor
ea ch plasmi ds, the nthe a mplified D N Aw a shybridized by
So uthe rnblotting. (A) HTlO 80c ells. (B) Madiso nl O9
c ells. Co ntr ol-1 w asthe am plified D N Aof c ultu r ed c ells
witho uttr an sfe ctio n s a nd Co ntr oト2 w asthe a mplified D N A
ofthe rn u rin elu ng witho utin o c ulatio n s of c a n c er c eus.
塚
ス は H T l O80細胞 に 対 して ほ 抗ア シ ア ロ G M l坑体投与に よ り
N K細胞活性を抑制 した Balb/c(n u/n u) マ ウ ス を MadisonlO9
細胞に 対 して ほ Balb/c マ ウ ス を 用い た .
各遺伝子を導入 した H Tl O80細胞お よび Madis o nlO9細胞に
お い て遺伝子導入細胞を静脈内 に 移植 して 5 日後 の 肺か ら図 7
(A/b, B/b)に 示 す よう に 導入 遺伝子の ベ ク タ ー 部分に 由来する
乃eO 耐性遺伝 子 が検出できた . 検量線か ら肺内の プ ラ ス ミ ド量
に 変換 して , 移植細胞か ら の 肺生者率を算出 し, 比較 した と こ
ろ , H T 1080細胞で は M T群が 対照群に 比 し2.6倍 , ま た , 対
照群ほ A S群 に 比 し2.4倍と 有意 に (p< 0･05) 高価を示 した(図
8 A). Madis o nl O9細胞 (図 8B) で は M T群 が 対照群に 比し
3.3倍と 有意に (p< 0.05) 高い 価を 示 した が , 対既群 と A S群と
の 間に は 有意差は無 か っ た . 本実験で 用 い た ベ ク タ ー に よる差
ほ観察 され ず , pL XE Nの 例を 図に 示 した .
2 . 実験的肺転移ア ッ セ イ (2) に よ る M T- M M P-1 の 転移へ
の 影響
前項 の 実験 で ほ そ れ ぞれ の 遺伝 子導 入細胞を別 々 の マ ウ ス に
移植 して い るた め に , 個 々 の マ ウ ス 間で結果 の ばら つ きが大き
い 可 能性が ある . そ こ で , そ れぞれの 遺伝子を ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン した 細胞 を あらか じめ 混合 し , マ ウ ス に移植す る こと で
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 導入 細胞の 肺生者の 度合 を同 一 個体
の 中で比較 した . そ の 結果 , 実験的腋転移 ア ッ セ イ (l)の 結果
と同様 に , H T lO80細胞で ほ M T群が 対照群に 比 し2.5倍, ま
た 対照群は A S群に 比 し3.6倍と 有意に (p< 0.05) 検出量が多
か っ た ( 図9,10 A). M adis o nlO9細胞 で は M T群が 対照群に 比
し3.1倍 と 有意 に (p< 0. 5) 生者率が 高か っ た が , 対照 群と
A S群 との 間に 生者率の 有意差 は無か っ た (図9, 1 0B).
3 . M T-M M P-1 遺伝子導入 に よ る肺転移結節数 へ の 影響
実験的転移 ア ッ セ イ で ほ M T-M M P-1 の 肺生者 へ の 影響を検
討 した が , 本実験 で は , そ の 効果が 生着 した癌細胞が増殖 して
肺転移結節 を 形成す る過程 に ま で 影響 を 及 ぼ し得 る か を
Madis o nlO9細胞を用い て観察 した . M T-M M P-1遺伝子の セ ン
ス ある い は ア ン チ セ ン ス 発現 プ ラ ス ミ ドお よ び そ の 対照となる
ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を M adiso nl O9細胞 に 導 入 し , そ れ ぞれ
5×1 05個/0.2 血 をマ ウ ス 尾静脈 に 移植 した . 発現プ ラ ス ミ ドは
pS G-5 お よ び pL X E Nの 2 種類 を 用 い た . 予備 実験 で ほ
Table 2. Effe ct of M T･ M M P-l o npulm o n ary n odules of mic ein oc ulated i.Ⅴ . With Madis o nlO9c e11s
Lung c olo nies
Tran sfe cta nts
In cide n c eb M eta static pote ntial
ビ Ra nge
d




Ve cto r o nly 13/13
Se n s eM T-M M P-1 1 3/13
Antis e n s eM T･M M P-1 1 3/13
Vecto r o nly 9/9
Se n s eM T･M M P-1 9/9








6 2-2 20 p<0.05
28-1 48 N S
13-1 0 9
40 -2 25 p <0.05
15-1 1 5 N S
L Tu m or c ells tra n sfe cted with v e ctor s w e reinje cted intr a v e n ously(i.Ⅴ .) at 5×1 0
5 in Balb/c mic e. Tu m or
for m atio n w a sthe n m o nitor ed.
h
Data r epres e nt the tu m o rsform ed per n u mbe r of inje ctio n sdu ring 2 separ ate e xperim e nts･ In a11mic e
tu m ors wer edete cted within lO days.
⊂
Me a n n u mber of n odt1esj=S D.
d M inim al - M axim al n u mbers of dete cted c o■lonie s.
e signific a n c e of the differe n c ebetw e e n v ecto r o nly as c o ntrol a nd s e n s e o r a ntis e $e M T
- M M P-1
tr a n sfe cta nts a sdetected by Scheffer
l
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Fig.10. Co mparis o n of the ratio of pla,Smi ds dete cted in the m urin elu ngs and that inthe c ultu r ed cels, Ca n c er cells w er e
tra nsfe cted with o nly pL X E Nv e ctors(pL V), M T-M M Pe xpre ssio n v e ctors (pL S M T) or a ntis e n s eM T-M M P-l e xpr e ssio n
v e ctors(pL A M T), the n e a ch 5×10
6
c ells w ere mix ed. T he inte n sity of r adio a ctivites of P C Rpr odu cts sho w nin Fig･9 w er e
a n alyz ed u sing a_Fujix Bioim age a n alyz er a nd the r epla c ed pla smi d D N A(log18 D N A) w as c o mputed by the e a ch c alibratio n
c ur v e s. And, the r atio ofthes etotaLpla smi d D N Ain thelu ngs to that of the in o c ulated c elIs tr a n sfe cted with ea ch plas mids
w a s c alc ulated. (A)H Tl O80c ells. (B) Madis o nlO9c ells. Valu e s ar e支 士S D･ Signific a nt diffe re n c es at p< 0･05ar eindic ated
(*). N S, n Ot Signific a nt.
Fig .11. Im m u n ologic al dete ctio n s of M M P-2 a nd M T-M M-
P-1 pr odu c ed by tu m o r c ells tr a n sfe cted with pla smids at
the m etastatic site s and fibroblasts in the lu ngs. T he
lungs of mic e afte rtheintr aveno u sin o c ulatio n of Madis o n
lO9 c ells tr a n sfe cted with MT- M M P-1 e xpr es sio npla s mids
(A, C) and v e ctor o nly(B)w er efix ed with 4 %par afor m a-
1dehyde in P B S for16 hat 4 ℃. After etha n ol dehydr aT
tio n, thelu ngs w e re e mbedded in par affin . Se ctio n s of 6
Pm thick w er edepar affin z ed, im m er sed withO･3 % H202in
m etha n ol a nd w a shed with P B S. T he s e ctio n s w ere
in c ubated with 3 % B S A in P BS, Wa Shed the nim m ers ed in
5J唱/m =〕iotinylated m ono clo n ala ntibody(a nti M T-M M P-1
antibody l13-5 B 7, A a nd B; a nti M M P-2 a ntibody 75-7 F 7,
C; n O n-irn m u n e m o u seIgG, D) for 60 min at r o o m
temper atu re. A fte r w ashing the s a mple s w er ein cubated
with per o xidas e c o nJugated a ntトbiotin a ntibody and stain ed
With im m u n opur e, m etal e nhan ced D A Bs ubstr ate kit･
Arr ow sindic ated the peripheralfibr obla sts of the c a n c er


















I)ays afte rin o cllatio n
Fig .1 2. Gro wth c u rv e s of Madiso nlO9c ells tr a n sfe cted with
the pla smids. 1×10
6
c an c er c ells w er einjected subcuta-
n e o u sly into the fla nk of e ach m o u s e. Ce11s tr an sfe cted
with the e xpr es sio n v ectors : V e CtOrS OnIy, ○; M T-M M P-1
e xpre ssio n v ector s, ◎; antise n s eM T-M M P-1 e xpre s sio n
v e ctors, △; the c ells witho ut tr a n sfectio n, 薗; therc ells
hav e cultu red for5 days sin c etr a n sfe ctio n with M T-M M-
P-1 expr es sio n v e ctorsto w e ake nthe tr a n siente xpr es sio n,
A . Valu e s ar e m e an sfo r1 5 mic e･fr o meach gro up. The
signific a n c e sdiffer e n c esfr o mthe contr oIs tr eated with the
v e ctor s only arep<0.05(*).
282
M adis o nlO9細胞は移植後 5 日 目に 肺に 転移結節の 形成 が 肉限
的 に 確認 でき始 め , 14 日 目に は肺転移巣が密着 し重な り合う こ
とが 確認さ れ た . よ っ て , 転移結節数の 計測ほ移植後10 日 目に
行 っ た . ま た , 形成 され る転移結節 は白色調であるた め , 黒イ
ン ク を 含有する染色液 を気管内よ り注入 後, 脱色 して コ ン ト ラ
ス トを増 した 状態で計測 した . そ の 結果 , 使用 した ベ ク タ ー の
種 掛 こ関わ らず, 対照群に 比べ て1.7 - 2.1倍 と M T群 に 有意 に
(p< 0.05) 転移結節が多く認め られ た . また , A S群 と対照群 と
の 間に 有意差は認め られ なか っ た (表2).
4 . Madiso nl O9細胞肺転移結節 の 免疫覿織染色
各適伝子導入細胞を Balb/c マ ウ ス に 静脈内移植 して 7 日目
の 肺転移結節 に お け る M T- M M P-1 お よび M M P-2 の 発現を免
疫阻織染色に て 観察 した . M
'
r-M M P-1 遺伝子導 入細胞 を移植
した マ ウ ス 肺で ほ 検出可能 な転移巣の うち約 2割 に 染色が認め
られ , 癌細胞 の 細胞質 が抗 M M P-2抗体 , 抗 M T- M M P抗体に
て 染色 した . 抗 M T-M M P抗体 に て 染色され た転移巣内の 癌細
胞は , ほ ぼ全て 染色 され て ほ い た が , 特に 転移巣 の 外側部で濃
染 した . ま た抗 M T- M M P抗体に て 染色 され た転移巣 の 周囲の
線維芽細胞 は抗 M M P-2 抗体に よ っ て も強く染色 され た . こ れ
らの M T- M M P-1 陽性 の 結節は陰性 の 結節と比較 して サ イ ズが
大き い 傾向を 示 した . 対照 プ ラ ス ミ ドお よ び A S- M T-M M P-1
遺伝子導入腫瘍細胞 の 全 ての 転移巣ほ抗 M T-M MP 抗体 に て
染色され な か っ た . こ の 時 , 肺胞壁 に存在す る線維芽細胞は抗
M MP-2 抗体 に て 染色 され た が , M T-M M P-1 遺伝子導入細胞
転移巣周囲の それ に 比 し弱染であ っ た (図11).
5 . M T-M M P-1 遺伝子導入 に よ る皮下腫瘍増殖 へ の 影響
M T- M M P-1 遺伝子 の セ ン ス あるい ほ ア ン チ セ ン ス 発現 プ ラ
ス ミ ドお よび そ の 対照 と な る ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ドを 導入 した
M adiso nl O9細胞 を , そ れ ぞれ 5×1 05個/0.2mlを マ ウ ス 背部皮
下に 移植 し , そ の 容横 を経時的に 計測す る こ と で , M T-M M P-
1 の 発現 が腫瘍 の 増殖能に与える影響を検討 した . 対照に は 非
プ ラ ス ミ ド導入細胞 お よ び , M T-M MP -1 遺伝子導入後 5 日間
培養 して 一 過性の 導 入 遺伝子 の 発現が減弱 した 後に 回収 した細
胞群に つ い て も検討 した . そ の 結果, M T群 は対照群 に 比 べ ,
移植後早期の 9,13,17 日目で 有意に 腫瘍容横の 増加が認め られ
た . また A S群ほ全経過を通 じて 対照群 と有意差が無か っ た .
また , M T
-M M P-1 遺伝子の 導入 後 , 5日 培養 し皮下 に 移植 し
た細胞群は対照群に比べ や や 腫瘍体積が大きい 傾向ほ認め られ
たもの の 有意差ほ無か っ た ( 図12).
考 察
マ ウス 実験転移 モ デル に お い て M T-M M P-1遺伝子 を セ ン ス
に 発現する細胞が ア ン チ セ ン ス に 発現する細胞 およ び 対照と し
て用 い た ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド導入 細胞に 非 して 有意 に 肺生者率
が高 い 結果 と な っ た . ま た , H T lO80細胞 で ほ , AS- MT-
M M P-1 遺伝子発現細胞は対照に 比 し有意に肺生者率 が低下 し
て い た . こ れ らの 紆果か ら , 癌細胞が M T-M M P-1 遺伝子 を 高
発現する こ と に よ り自 らの 肺生者率を増加 させ る こ とが 解か っ
た . また , M T-M M P-1 遺伝子 を 高発現 させ た細胞 の 皮下増殖
率 の 増加お よ び実験転移後の 肉眼的肺結節形成数 の 増加 よ り ,
こ の 節生者率 を克進 さ せた 原因と して M T- M M P-1 に よ る滞在
型 M M P-2 の 活性化 の 促進に よ りⅣ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解能が 上
昇 し た こ と が 考 え ら れ た . ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 の 発現 が
H Tl O80細胞の 肺生着率 を抑制す る こ と か ら癌細胞 の 種類に
塚
よ っ て は MT-MMP-1 活性を 制御する こ と で 転移 が抑制で きる
可 能性が示さ れ た . こ れ らは , 生体内で の M T-M M P-1 の 発現
が癌細胞の 転移 , 浸潤能 を促進す る重要因子 で ある こ と を示 し
て い る .
生体内 で の 癌細胞 の 転移成立 に ほ多く の 複雑 な ス テ ッ プを経
て成立す る . 本研究で 用 い た 実験転移 モ デ ル は l 癌細胞を尾静
脈 よ り移植する モ デ ル 22)で ある た め , 血 行性転移全過程の 中で
癌細胞が脈管内に 侵入 した後 の 過程 で ある 血 流運搬 , 定着, 血
管外脱出 , 増殖の 過程 の み を検討 して い る . な か で も M M Ps
が 関与す る と考え られる の は 血管外脱出で の 基底膜浸潤に よる
血管外脱出と増殖の ス テ ッ プ で ある . また , 本研 究で用 い た実
験転移 ア ッ セ イ の 特徴 と して , 癌細胞 に 導入 した 遺伝 子 の 発現
が 一 過 性 で あ る ト ラ ソ ジ ュ ン ト ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
(tr a n sie nt tra n sfe ctio n) 法16)を用 い た事が 挙げ られ る . 持続発現
ク ロ ー ン を用 い ず に こ の 方法を用 い た理由は , ク ロ ー ン 化に よ
る特別な ク ロ ー ン の 選択を避ける こ と , - 一 過性 で ほ ある が強力
な遺伝子発現細胞を容易 に 得 る こ と が でき る こ と , M T-M M P-
1持続高発現系の 樹立 が 困難 で あ っ た こ と が 挙げ られ る . ま
た , 本ア ッ セ イ は微量な 癌細胞の 転移効率 を実験転移後の 肺内
細胞内の 導入 プ ラ ス ミ ド遺伝子に 特徴的な D N Aを P C Rで増
幅 し , サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ り分析す る方法を と っ た .
ト ラ ン ジ ュ ン ト トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法で は導入 プ ラ ス ミ ドが
癌細胞の 染色体 D N A に安定 に 取 り込まれ る以前 にそ の 効果を
判定する た め , 細胞 の 増殖に 伴 っ て プ ラ ス ミ ド コ ピ ー 数が増加
す る可 能性 は な い . した が っ て 癌細胞の 肺 へ の 生者率を細胞の
増殖に 影響され る こ と なく観察す る こ と が で きる . 肺内で の癌
細胞中の プ ラ ス ミ ドを検出す るた め 考慮に 入れ た事項と して ,
1) 細胞へ の 遺 伝子導入 効率 2) 癌細胞の 脈管内移植時か ら癌
細胞が脈管外侵 入時ま で の 過程 に おけ る癌細胞 の 生存率 3) 癌
細胞転移後の 肺採取時期 な どが ある . 1) で は遺伝子導入効率
を可 能な か ぎ り上 昇 させ るた め の 前実験と して 導入 の 際に リ ソ
酸 カ ル シ ウ ム 濃度 , 培 養液 に 加 え る プ ラ ス ミ ド D N A量,
B S Sの pH な どの 最適条件の 検討は必 要で あ っ た . 本 ア ッ セ イ
の C he n- Okaya m a法 川 に よ る高効率 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ 法
に て遺伝子導入 を 行な っ た 結 果 , 肺 内遺伝子 の 検出は 可 能で
あ っ たが , よ り効率の 高い 遺伝 子導入法に よ り肺内検出量が増
加する可 能性が ある . ま た , 2)の 癌細胞の 血 中生存率に つ い て
の 以前の 報告 で ほ , 原発巣 か ら循環血 中 に 侵 入 した 癌細胞ほ
90%以上 が24時間か ら48時間以内に 変性 , 壊死 に 陥 ると考えら
れ て お り
23)
～ 25)
, そ の 要 因と して N K細胞 , 細胞障害性 丁細胞,
リ ボ プ ロ テ ィ ソ , 補体 な どの 血 液毒26)27)血 管内皮細胞 ! 血球との
間に 起 こ る , 摩擦 , 衝突な どの 物理 的障害28), 足場喪失
2g)な どが
考え られ て い る . 特 に ヌ ー ド マ ウ ス は T細胞に よ る細胞性免疫
機能の 欠如 に よ り , N K活性 が正 常 マ ウ ス よ りも高く , 肺に お
ける 腫瘍排除能力 が高 い30)た め 血 行性転移 を起 しに くい モ デル
と され る . こ の た め , N K活性 の 抑制 を 目的 と して サ イ ク ロ
フ ォ ス フ ァ ミ ド(cyclopho sphami de, C P A)31)32), イ ン タ ー フ ェ ロ
ソ (interfer o n, IN F)33), プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ E
34)
, 17β- エ ス ト ラ
ジオ ー ル
35) 等が 用 い られ る . 本研究で は癌細胞 の 脈管内移植暗
か ら脈管外侵 入時ま で の 過程 で 癌細胞 の 生存率 を高 め る ため
に , ウ サ ギ 抗 ア シ ア ロ G M l血 清㈲ Ⅷ ) を 使 用 し , 血 中で の
N K細胞 の 括性を抑制 し癌細胞 へ の 攻撃を 減弱 させ た . ウ サ ギ
抗 ア シ ア ロ G M l 血清ほ ウ シ 脳組織 よ り抽出 ∴精製 した NK 紳
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て得られ た 抗血 清 で あり , マ ウ ス お よび ラ ッ ト の N K細胞 , マ
ク ロ フ ァ
ー ジ の 一 部 , な らび に マ ウ ス 胎児胸腺細胞 の 一 部と反
応して 癌細胞の 移植 を容易に する . ヌ ー ド マ ウ ス へ の 3 日毎の
この 抗血 清の 投与 に よ り , N K活性の 阻害 を維持す る こ と が確
認されて い る
胡)
. 前実験 で こ の 血 清を 使用 した 結果 , 投与群 は
非投与群 に 比 べ て ▲ M T-M M P-1遺伝子導入 H TlO80細胸の 静
脈内移植後 5 日 目に お ける 肺内プ ラ ス ミ ド D N Aの 検 出量が
102 - 10
ユ倍増加 した , 次に 3)で の 肺 の 採取時期は癌細胞移植後
5 日目 とした . 血 管内に 移植 した 癌細胞 は肺毛細血管, 細静脈
壁に 定着 し血 管外脱出を開始す る41). 一 般に ほ そ の 開始時期ほ
血管内脱出後24時間程度と され て い るが , W alker256細胞や
A H130 細胞 で ほ 血管内移植後 6時間に は 肺 内毛細 血管 に 定着
すると い わ れ て お り
42)43)
, 血 管外脱出か ら肺血 管内 へ の 定 着ほ
かな り早い 時期に起 ると 考え られ る . また , 定着 した 癌細胞が
転移巣を形成す るた め に は , 血 管内 よ り基底膜 を破壊 し , 可能
な限り素早く血管外脱出を行う必要があ る . FiIde r23)の 実 験に
よると
12S
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'
- デ オ キ シ ウ リ ジ ン で 標識 した B 16メ ラ
ノ ー マ 細胞 を マ ウ ス 静脈内に 移植 した 結果 , 99%の 腫瘍細胞 が
死滅 し, ま た , 死細胞を 移植 した 場合は移植後8時間で肺内腫
瘍細胞は消失す る と して い る . 種塀 に も よ るが , 癌細胞ほ 肺血
管内 へ 一 旦定着 しても血 管外脱出が行われな い と , 前述 した血
液毒, 物理 的障害 な どに よ り早期 に 死滅す る こ と が 予想 され
る . 本 ア ッ セ イ で の 移植後 5日 日の 肺採取は t 血管外脱出が行
われ て い な い 癌細胞 を観察 して い る可 能性は極め て低い と 考え
られ る .
今回使用 した癌細胞株 は ヒ ト線維肉腫由来 H TlO80細胞27)お
よび マ ウ ス 肺癌細胞由来 M adisonlO9細胞 町 側 で ある . こ れ ら
の細胞 の 共通の 特徴 は と も に 実験転移 モ デ ル , 自然転移 モ デ ル
で強力な肺転移能を有す る こ と で ある . また , 相反する特徴と
して , 研究目的とす る酵素である M T- M M P-1, M M P-2 の 発現
性が異なる点が挙げ られ る . H T lO80細胞は 両 酵素 の 発現があ
り, Madis onl O9細胞で は ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト 法 , ゼ ラ チ ン ザ イ
モ グ ラ フ ィ ー で そ の 発現を認め なか っ た . これ らの 細胞に 対す
る A S-M T-M M P-1 の 転移抑制効果 は H Tl O80細胞で は 認め ら
量 れたが Madis o nlO9細胞 で ほ 明 らか で ほな か っ た ･ こ の 結果ほ
Madiso nlO9細胞 の 転移 に 関わ る細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解が
M T-M M P-1 に 非依存性 である こ とを 示 して お り, ノ ー ザ ン プ
ロ ッ トで の M T-M M P-1発現量 の 低 さ と も 一 致 す る . ま た ,
HT lO80細胞で の 抑制も十分で ほ なく(対照に 比 し58.0% の 肺
生者率低下), こ の 細胞の 転移に は M T- M M P-1依存性の 細胞外
マ ト リ ッ ク ス の 分解及 び , 非依存性 の 分解の 相方が関与 して い
る可能性がある .
肺転移結節を免疫染色法で調べ る と癌細胞 の 中 で M T-M M-
P-1 を発現 して い る M adis o nlO9細胞 は M M P-2 に 対 して も同
時に 陽性 で あ っ た . ま た , そ の 周 囲 の 線 維芽 細胞 に も
M T-M MP-1, M M P-2の 強い 発現が 観察 され た . M M P-2 ほ癌紅
織の 線維芽細胞 で生産 され ∴静在型 と して 放出 され る こ とが 知
られ て い る3)7)13). ま た , Madis o nlO9細胞自身は M M P-2 を発現
し て い な い . こ の こ と か ら 癌細 胞 に 人為 的 に 導 入 し た
M T- MM P-1 遺伝子 の 発現が周 囲の 線維芽細胞由来 の M M P-2
を痛 細胞表面 へ と 誘 引 し た と 考 え ら れ た . す な わ ち ,
MTh M M P-1 が滞在型 M M P-2 を 活性化す るだ け で なく細胞表
面に 保持す るた め の 受容体機能も持 つ 可能性が 示 映 され た .
M TM M P-1 遺伝子 を発現 して い る 一 部の 肺の 転移結節 で は
全体の 細胞に 均 一 の 遺伝子 発現が認め られ た . こ れ ら の 結節で
は 導入遺伝子が宿主染色体に 組 み込 まれ た持続遺伝子発現細胞
(stable tr a n sfecta nt) で ある可 能性が考え られる . 試験管内(in
Vitr o)で は長期安定な遺伝子発現細胞を得 る こ とが 出来な か っ
た が , それは 実論に 用い た細胞の 問題で ある よ りも, 試験管内
で の 培養と生体内の 環境の 違い が原因で ある と考え られ る. 試
験管内で の M T-M M P-1持続発現細胞株の 樹立 が 困難である理
由の 一 つ と して , M T-M M P,1 の 発現に よ り細胞膜表面で添加
血清中に 混在す る滞在型 M M P-2 の 活性化が起 こ り, 周辺の 基
底膜成分を分解する こ とに よ っ て , 自 らの 足場を 失う こ と で細
胞増殖が阻害 される可能性が考え られ る . 一 方 , 生体内で は 周
辺 の E C M は豊富に 存在 し , E C Mの 破壊が 癌細胞 の 浸潤 と増
殖 を助長する が , 足場を 完全に 失う こ とに ほ な らな い . 実際,
試験管内で培養できる の は M T-M M P-1 の 発現 レ ベ ル の 低い 細
胞 だけ で あり , 株化細胞 では M T-M M PTl の 発現が低 い か , も
しくは 無い 細胞が選別 され て い る 可 能性が ある . こ の こ と が
M adiso nlO9細胞 に 見 られ るよう に 株化され た癌細胞株 の 転移
浸潤能が M T-M M P-1 に 非依存性である現象の 一 因か も しれ な
い
.
以上 の 結果か ら , M T-MM P-1 の M M P-2 の 活性化 が癌の 浸
潤 お よび 実験的転移能を先進 さ せ る こ と が 示 され た . また ,
A STM T-M M P-1 が実 験 的転移能 を 抑制 し た 事実 か ら ,
M T-M M P-1 の 発現を転写 レ ベ ル で 抑制す るた め に ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (antis e n s e- 01igo n u cleotides, A S-O N-
Ds)珊4 8)や , ウイ ル ス 4g ト Sl)に よ っ て A S- M T-M M P-1 遺伝子を癌
細胞 へ 導入 する な どの 手法 で ! ある種 の 癌の 転移 ∴浸潤が制御
で きる 可能性がある と考え られ る .
結 論
ヒ ト 線維肉種 H TlO80細胞お よ び マ ウ ス 肺癌細胞 Madis o n,
109細胞に M T-M M P-1 お よ び A S-M T,M M P-1 の 遺伝子を発
現 させ た後 , マ ウ ス に 移植 して 転移 , 増殖能に 与え る影響を実
験転移ア ッ セ イ お よ び病理 学的手法に て 検討 し, 以下の 結果を
得た .
1 , H T lO80細胞 , Madis o n109細胞ほ両 者共に 肺 へ の 高転移
能 を有する が , 前者の み に M M PL2, M T-M M P-1 の 発現が認め
られ た .
2 . 実験転移 モ デ ル に お い て 2種類 の 細胞 で M T-M M P-1遺
伝 子導入群(M T群) は発現 ベ ク タ 【 の み の 導 入細胞群(対照
群)に 比べ て , 有意に 肺生者率が高か っ た . M adiso nlO9細胞
A S-M T-M M P-1 遺伝子 を導入 した 群 (A S群) と対照群と の 間
に 差は認め られ なか っ た . 一 方 , H Tl O80細胞で は対照群に 比
べ A S群は肺生者率が有意に 少な か っ た .
3 . Madis o nlO9細胞の 実験的肺転移 に おける腫瘍移植後1 0
日 目 の 肺転移結節数ほ M T群が対照群 , A S群に 比 し約 2倍 と
有意に 多か っ た .
4 , 肺転移結節を形成 して い る癌細胞の 中で M T- M M PLl を
発現 して い る Madis o nlO9細胞は M M P-2 に 対す る免疫染色が
陽性 で あ っ た . ま た . そ の 周囲の 線維芽細胞に も M TM M P-1,
M M P-2 の 強い 発現が観察 された .
5 . マ ウ ス 皮下移植後, 遺伝子導入 Madis o nl O9細胞 の 容積
を径時的に 計測 した結果, 9,13,17日目に お い て M T群が対照
群 t A S群 に比 し容積の 増加が認め られた が , それ以降に差 は
認め られなか っ た ,
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以上 の 結果 か ら , 遺伝 子 導 入 に よ り 一 過 性 に 発 現 さ せ た
M T-M M P-1 が活性化 M M Pq2 を 通 じて 癌細胞 の 実験的転移
龍 , 浸潤能お よび 増殖性を克進 させ る こ と が明 らか とな っ た .
こ の こ とか ら , M T-M M P-1 お よ び M M P-2 が癌 の 増殖 , 転移
抑制の 標的 とな り得 る可能性 が示 され た .
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A bstr act
Me mbran e-ty Pe m arix m etaloproteinase-1(MT- M M P-1)is the activ ator ofin activepro-geratinaseA(latent M M P-2)
thatis one ofthe m atrix m etalloproteinases(M M Ps)responsibleforthe dissolutio n ofe xtra c ellular m atrix (E C M)･ It was
know n that overe xpression of M T- M M P-1 stim ulatesin vasion ofcellsin vitr o･ n er efore M T
- M M P-1 is believed tobe
cruCial forin va sion a nd m e t as t asis ofcan cer cellsin viv o･ In the prese ntstudy, I inv estlgated the effect oftra nsient
expression of M T- M MP
-1 in c an C er C e11s and the inhibitio n ofthattoin vasion a nd m etastasis invivo wi thexpen m e ntal
m etastasis ass ays uslng mice･ H T l O80fibrosarc o m a ce1s e xpressl ngboth M T
- M M P-1 and M M Pq2 mR N Aand MadisonlO9
1ungc an cer cells with the expressions of neitherge ne s, W e r e tranSfected with the expressionplasmidsfb
r M T- M M P-1,
a n tise nse M T- M M P-1(A S- M T- M M P-1)or only vectorplas mids(C OntrOl)･ Ea ch tran sfbctants w er einjectedintothetail
v ein s of mice, a ndthe D N Aw ere e x tr a c ted fro mthe c ultur ed transfe ctan ts a nd the mice
f
slungs at5 days after
tr an Spla ntatio n･ D N Aextracted;1mg we re a mplined by P C Ra nd detected by Southe m blot an alysis･ T hera tios of detected
plasmidsin total lu ngs/ injected tran Sftctantsw e reglV en by a bioimage analiz er a ndtalibration c u rv e S Ofradioactivities･
The res ults of the experim ent al m etastasis assay that the ra tio of M T
- M MP-1 tra nsftctants(M T- tr a n Sfectants)was
signi負can tly(p<0･0 5)highe rthan the c ontr ol in both c ells･ An dthe AS- M T- M M P
-1 tra n sfect an tS(A S-tra n Sftctan tS)ratio
w as signi 丘c antly(P<0.05)lower thanthe control in H T l O 8 0cells, but there w as n odi ff tre nc ein the M adis onlO9cells･ In
another studiesto the tran Sftctants of Madis o nlO9cells, the me a su r em e n ts ofn odule n um be rs o nthelungs urface atlOdays
after tu rn o r transplanta tion a nd v olu m es ofsub
cutane ous tu mo rsw e re pe rfo rm ed･ As a r e s ult, the m ean n umbers of lu ng
n odulesby M T-tran Sftctantsw a s m o rethan the c ontr ol, and the expressions of M T
- M M P-1 signi丘cantly(p<0･05)enhanced
the s･C･ gr O Wthvolum e s c o mparedtothe c o ntrol during the e arly periods a
fter tr a n splanta tio n of their transfbcta nts･ T hese
results m ea nthatM T- M M P-1 ac c elerate s thepotentialofe xperim ental m et as ta sis and in v asion by activated M M P
-2 in vivo,
theinbibition ofthe functio n of M T- M M P-1 c an c o n tr ol in va sion and m etastasis ofs om e c anc ers･
